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pt. ,,Wplyw zelsrsłiny i tymo4łryl §4 łła irtvłazyjłłłłść k_rswórek czern,łi{łkds"

wykonana poC opieką promotcra dr hab. Doroty Nowak" prof" {JWr. craz prorni:tcra
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Oceniana praca doklorska dotyłzy niezwykle istctnegc probnemu pojawiająeeg* się w

przebiegu cŁoroby ncwotworowej, jakim jest nabywani* zdolności komórek do

przęra}towania, co wiąże się z dramatyłznym pogorszeniem ffiozliwości terapeutilcznych. W

swoich badaniach A,utorka skupiła się na cytoszki*lecie komórek ludzkiega ezerniaka, a w

szczegalnłści na roli, jaką odgr_ywają 1ry rozwoju choroby nowotworowej draa białka

ułzestntczące w regulowaniu dynarniki polimeryzacji aktyny, mianorł,icie zelsolina itymozyna

B4.

We wstępie swojej pfaey Autcrka pcruszyła §zereg zagadnień bezpośrednio

nawląząących do tematyki badań. Rozpoczęła od *pisu biologii melanocytów, *mówiła proce§

przerzutowania i najistotniejsza zdatzęnia prowadzące do niego. Wiels miejsca ptświęciła

także roli cat*szkietrefui aktynowego, a także przybliżyła d*tychczasołve odkryłia rvłiązane z

białkan,li będącymi przedmiotem jej badań. Ta częśł pracy doktorskiej jest bardzq dobrym

raprowadzenieni merytorycznym i jednocześnie mocnym uzasaónieniem dla pcdjęcia tych

badaŁ, góyż dotythczasowe dcniesienia naukowę datycząee roli zelsaliny i tymozyny §4 w

rozw*ju chorcby norłrotworowej nie są kompletne, a ł:ywają jednocześnie niejednaznacznę. Na

podkreślenie zasługują przygotow&ne przez Autorkę schematyczne iiustracje, którę ułatwiają

śleózęnię treści wstępu i podsumolłuj ą zaprezentowanę dane z piśrniennictwa naukowego.
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Aby zrealizawał cel baćah autorka wykarzyslŃa ż linie komorkowe Ludzkiego

człrfilaka o zróznicowanej ekspres_ji zelsoliny i tymazyny F4. 
'\{ykonała takżę §zereg

modyfikacj l genłtycznycłl jedne.} z tych linii, aby uzyskać k*morki pozbawicne zelsoliny

(knock-out, teclrnika CRI§PR-Cas9} lub stcsując shRl.iA - kcmarki z wciszoną ekspresją

tymłzyuy |34" Ponadto w komcrkach pozbav,riony*h zeisoiiny wykonała nadekspresję jej

p*szczególnych izoform. Autorka uzyskńa śzefeg kionćw kom*rkor_łych i w ten sposób

zyskŃa doslronałe narzędzia do daiszych analiz. Naiezy podkreśłić szeroki zal<ręs technik

bialcgii molękularnej craz obrazcwania zastascwanyłk przęz Autorkę, w tym wspołnniane

tęchniki użyźe dc uzyskania wariantów genłtycznych komoręk, mikroskopię sił atcmowych,

konf.ckalną, cytometrię przepłylł,ową, we§tern bltt, itd. Świadczy t* o jej wszecłrstranności i

dc skonałyrn w ar sńaclę b adaw czy m,

Z mnogaści zastoscwarryłh technik wynika więł bwdzo bogaly zasób uzyskanych

wynikow, k*zdńał prezentujący wyniki badań, jest baróza starannie przygłt*wany, zawiera

§zereg bardzo dobrze opracowanych wykresów łraz ilustrałjł prezentujące r.vyniki uzyskane z

zastcsowanięm róznorodnych tęchnik *brazawania. Autorka napńkŃa trudności zvłiązane z

brakiem specyficznych prze*iwciał razpoznających tymozynę fr4 i zvłiązaną z tym

nienroznością z:werytlkolvania stopnia w3,ciszenia ekspresji tymozyny B4 na poziomie białka.

Podkreślic tależy w tyffi miejscu duzą *dpoiviedzialność DoLlorantki i skrupulatność w

dążeniu da rzetelnej prezentacji uzyskanyclr danych. },{am na myśii częśó badań, którs

Doktorantka przepfowadzlła w celu weryfikacji specyficzności kcmercyjnie dostępnych

przeciwciał i późniĄ szczegolną uwagę poświęconą ostroznsści w interpretacji uzyskanych

-wyników. Minta tycłi trudnaści, Atutorce udałc się wykazać istotną rclę tego białka, jako

mającego udziń rłr złlolncści inwazyjnej komórek A375, płptzęz wpĘw nareatanżację al<tyłly

filamentamej, na ekspresję białek filamentóii/ pośredniclr, udziŃ 1v tworzeniu ognisk

adh*zyjnych, prcees przejścia epitelialna-mezenchymalnego oraz vrpĘw na pojawienie się

markerów kornórek macierzystych. Tak więc badania te jednoznaęznie wskazylvać ffiOgą na

niekorzystną rolę tegł bińkaw progresji częrniaka.

Natomiast wyniki badań dotyczącyłh roli zelsoliny w tym procesie nie są tak

jednaz*aczne, ale powoduj* to j*dnocześnis, żł są rownie ciekawe i otirierają eirogę do

prowadzenia dalszych badaó w celu rozwikłania zagaĄko\Ą/ęgo charaktęru tego białka" W
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szczególnośęi zatntęresc:nranie budzi dysonans (,przynĄmniej pozorny) óotyczący wyraźnie

*słabionego p*tenejafu inwazyjnego i migracyjnego komórek pozbawionych zelsoliny, przy

jednoczesnyn zwiększeniu pozicnru białek rvłięanyłŁ z cecharai komórek macierzystych

nowstrĄĘfu. Czy Dcktorantka młg}aby podjąć się przedyskutowania mazliwych ptzyczy&,

jakie lezą u paóŁłża takiego zjawiska? Czy np. układ doświadczalfry, w ktorym ocęniano

inwazję i migrację" a w §zezęgóiności skład, czy raczej struktura mairiżelu, mogły by naieć

wpłyłv na uzyskany wynik? Mam na myśli np. p*blikacje płkaztłjątł, jak istotne zrla*zęnię dla

potencjału rnigracyjnego" tai<ze komórek n:ałierzystycĘ ma struktura kclagenu {np. Bicphys J"

20Ł7 lllAar ru; n2{5},.1023-1036),
'W trakcie analizowania wynikow badań zaprłzentowanych w pfaoy doLlorskiej mgr

Ąeksandry Makawieckiej nasunęło się pytaaie odnośnie techniki węstern-blot. Aulorka w

razdzialę omawiającym metodykę wspomina: ,,sprawdzłfił łzy na ściezkach nałozonc róv,rrą

ilość białka", jednakźe nie *-iadomo vi jaki sposcb tego dokonanł. Czy wykonano kontrołę w

postaci np. ocęfiy ei<spresji beta-aktyny lub np. rryykonano analizę densytometryezfią cĄctr
ściezek, aby uzyskaó dane do ncrmalizacji zavlartości mierzonłgł białka w- stosunku do białka

całkowitegl czy biaŁ'ga Llznawanęgo za konstytńywne? Jest to istotne v; k**tekśr;le ałaliz

densy,tometrycznych i prezentacji+"ych:ayników -,v postaci znarrnallzawanej" Clzctałabymtakża

zapytac o sp*sób wybcru genu referencyjnego dł ałaliz real-time FCR.

Fro,wadząc kq*yczną analizę uzyskanych danych w rozdziatre dyskusja, Autorka

udowadnia swcją dojrzałcść jako nauko,wga. Uważarn, żę ta *zę§c praęy jest przemyślana, a

wspomniane krytyczne podejście Autorki do uzyskanych wynikow jest wielką zaletą

Boktorantki i *xiad*zy o jej odpowiedzialności i ztazumtęniu zalet i wad stosowanych teclrnik

badavłczyłh, a tabżę mażiiwych błędow interpretacyjnych" które rtrozna popełnić. Fracę

wień*zy obszerne podsum*wanie wyników, zilustrowane schemątami. Podsumowanie tcr,

podobnie jak podsum*wania pod koniec konkretnych r*zdziŃaw l*.Jników sąbardza paffióęnę

w analizie tej bogatej lł,wyniki pfacy, Brakuje Ęlko wniosków, choć są zawarte w dyskusji,

jednak wdąe się, ze ich r.vyodrębnienie byłoby zkarzy*cią dia czytelności pracy.

Z obowiązku rcłenzerńa wspomniec mu§zę o dość licznych błędach literowych i

redakcyjnych, które ptzewljaią się prz*z cńy tekst, jadnakże nie wpłynęła tc na całkowity

bardzł płzytryny odbior pracy, ani aczywiście na rłysoką wartcść mer3toryczfią pracy.
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Chłińabym jedynie ,ą/spomni§c ł t\ięzręęznych sformuławaniach. jak np. ,,11łśe komórek",

zamiast ,,liczbd' czy tłż vżyci*,lii moim odcz*ciu żatg*nłwego sformułowania np. ,,spadek

macier zy sto ści komórek" .

Podsumowując, chcę podkreślić impanującą pracę, jaką -,vykonała Doktarantka"

przeprowadzając liczne badania z zast*sswaniem n§§/oczesnych technik biaia,gii molekularnej

ltaz z wykorzystaniem zaawansowanych technik cbrazawania. Faz,woliłc to zgramadzió

szeroki zaL<ręs danych, z opisem ktorych Dokorantka płradzła sobie znakomieie, ulźaóając

dane w logicznie poukładane podrłzdzłŃy. Bardza łzlteŁne wykresy i pięknie opfaco\i/ane

zdjęcia rrrikroskopowe doskanalę prezentują uzyskane wyniki. Spcscb przeprawadzenta

dyskusji, *,wiadczy zaś o duzej dojrzałości naukow-ej doktoraniki. Wszystko to w mojej cpinii

śił-iadczy c rłryrażniającynr się ęharakśęrze ocenianej rczprew. Bodatkowg, Doktorantka jest

wspołautorką 6 publikacji naukowych, w tym pierwszą autorką jednej pracy, Pubiikacje te w

większości są mviązane z temń3.]Ką praęy doktorskiej, ale nie są aparl-e na jej wynikach. Słąd

wniosek, ze Dakorantka aktywnie u*zestniezy w ptała*h zespofu, w i*órym pracuje, nie

agrani*zając się tyłk* ńł realtzaili własnych badaó.

Wcbec polvyzszego. uwazam, że przedslawiona do oceny rłzprawe doktorska Pani mgr

Ałeksandry Makowieckiej pt. ,,Wpłylł, żelsaliłły i tymazyłry §4 na inł;azyjnośc k*mórek

czerfiiakc{' spełnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim określone w Rozporądzeniu

Ministra Nauki i Szktliłzichua Wyższego z dnia 19 sĘcznia 2a]8 r, w spra,łie szczegłlłrłwego

łrybu i warułłków przeprowadzani* czyłłłłości w przewodzie dokłorskim, w postępolycłł,łicł

łł*bilitacv,jnyrx {}raz u} płssłęprswcnieł o nadałlie tytłńu głrafesora, a riorobek naukowy

kand3ldatki uzasadnia nadanię stopnia naukowego dokiora nauk biologicznych w dyscyplinie

biachęmia, tym samym wnioskuję dc Rady Naukowej Wydziafu Biotechnologii Uniwer§ytetu

Wrccławskiego a dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Makowieckiej do dalszych etapów

przew odu doktorskiego.

Jednocześnie wskazuj ąc {La wysoką wartość merytoryczną uzyskanych wynikow i

wysoką akryrvnośc publikacyjną Doktorantki składam,wnicsek ł wytożnienie razpravły.
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